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論文内容の要旨 
ヒアルロン酸（HA）は，N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）とグルクロン酸（GlcA）
の二糖が交互に結合した高分子多糖で，哺乳動物の結合組織に広く存在するグリコサミノ
グリカン（GAG）の一つである．皮膚には生体 HAの約 50%が存在することが知られてお
り，皮膚真皮に存在する HA は細胞外マトリクスを構築する分子として機能する一方で，
細胞の遊走や増殖といった様々な細胞機能にも寄与する．組織における HA の代謝は非常
に速く，皮膚での代謝半減期は 1-1.5 日であり，分子量 1,000 kDa 以上の高分子 HA が
10-100 kDaの HA断片に分解される．一方，関節炎やガンなどの病態においては HAの分
解が亢進していることが知られており，変形性関節炎（OA）や関節リウマチ（RA）患者の
滑液においては，HAの平均分子量の低下が，関節の潤滑性の低下や，滑膜の炎症度と関連
があることが報告されている．これまでに組織のHA分解機構として，CD44（HA受容体）
と 2 種類の HA 分解酵素（HYAL1 および HYAL2）が共同的に働くという説が有力だが，
これらの分子が組織の HA 分解に関わることを示す直接的なエビデンスは乏しいのが現状
である． 
 本申請論文では，生理的状態あるいは病態における組織の HA 分解機構を明らかにする
ことを目的とした．以下の 3 章において，線維芽細胞の HA 分解に関わる遺伝子の包括的
な探索により見出された，KIAA1199 が司る新規な HA 分解機構に関し，正常ヒト皮膚や
関節炎患者の滑膜におけるHA分解への関わりや，その特性について詳細な検討を行った． 
第1章 正常ヒト皮膚線維芽細胞の HA分解機構を担う KIAA1199遺伝子の発見 
正常ヒト皮膚線維芽細胞 Detroit 551株は，外的に添加した分子量 1,000 kDa以上の[3H]
標識高分子 HA（[3H]HA）を 10-100 kDa の中間サイズに分解し，分解産物を細胞外に蓄
積させた（Fig. 1）．このHA分解機構に CD44，HYAL1およびHYAL2が関与するか調べ
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るため，まずは皮膚線維芽細胞におけるこれらの分
子の発現を RT-PCR により確認した．その結果，
CD44 および HYAL2 の発現は認められたが，
HYAL1 の発現は認められなかった．次に，CD44
およびHYAL2について siRNAを用いて発現抑制し
た結果，皮膚線維芽細胞の HA分解には全く変化が
認められなかった．これらの結果から，皮膚線維芽
細胞には CD44，HYAL1およびHYAL2が関与しな
い，新規な HA 分解機構が存在すると考えられた．
これまで皮膚のHA分解研究を阻んでいた大きな障
壁として，皮膚線維芽細胞は培養系では旺盛に HA を分解するものの，細胞溶解液ではそ
の活性が完全に消失する点が挙げられる．そこで本研究では，HA分解を担う分子の同定を
目的とし，皮膚線維芽細胞の培養系 HA 分解活性と発現の挙動が一致する遺伝子の探索を
試みた．まずは interleukin（IL)-1，IL-1，transforming growth factor（TGF）-，TGF-1，
epidermal growth factor，hepatocyte growth factor，interferon-，tumor necrosis factor-
およびヒスタミンで線維芽細胞を刺激したところ，培養系 HA 分解活性はヒスタミンによ
り顕著に亢進し，TGF-1により顕著に抑制されることを見出した．次に，マイクロアレイ
遺伝子発現解析により，ヒスタミン刺激で発現が亢進し，かつ TGF-1 刺激で発現抑制す
る遺伝子を包括的に探索した結果，25 の遺伝子が同定された．それらの遺伝子についてそ
れぞれ siRNAで発現抑制を行ったところ，これまでに機能不明の難聴遺伝子として報告さ
れていた KIAA1199 の発現抑制により，線維芽細胞の HA 分解が顕著に抑制されることを
見出した．更に，KIAA1199 cDNAを一過的に導入した human embryonic kidney（HEK）
293 細胞は，新たに線維芽細胞と同様の HA 分解活性を獲得したことから，KIAA1199 は
HA 分解に必須の分子であると考えられた．また，in situ ハイブリダイゼーション法およ
び免疫組織染色法により，KIAA1199 は主に正常ヒト皮膚真皮の線維芽細胞で発現してい
たことから，KIAA1199 は真皮の生理的な HA 分解において重要な役割を担う分子である
と考えられた． 
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第 2章 KIAA1199が司るHA分解機構の特性解析 
KIAA1199のアミノ酸配列は HYALを含
む他のタンパク質と相同性を示さず，また
HA 結合タンパク質に認められる HA-リン
クモジュールや B(X7)B HA-結合モチーフ
も認められない．一方，KIAA1199 は細胞
外リガンドとの結合が推測されている G8
ドメインや高分子多糖の加水分解への関与
が考えられている PbH1 ドメインなどを有
し，また N 末端 30 アミノ酸はシグナル配
列であることが予想されている（Fig. 2）．
本研究において，KIAA1199はHA以外の GAG（コンドロイチン硫酸 A, C, D，デルマタ
ン硫酸，ヘパリン，ヘパラン硫酸）とは結合せず，HAとのみ特異的に結合することを見出
した． 
次に，KIAA1199 が司る HA 分解機構の特性を詳細に検討した．新たに樹立した
KIAA1199安定発現細胞（KIAA1199/HEK293細胞）はHAを選択的に分解し，他の GAG
（コンドロイチン硫酸 A, C, D，デルマタン硫酸，ヘパリン，ヘパラン硫酸）を分解しなか
った．分解されたHA 断片の還元末端糖および非還元末端糖はそれぞれ GlcNAcと GlcAで
あったからことから，HA はエンド--N-アセチルグルコサミニダーゼ様式で分解されると
考えられた．次に HA 分解に関わるエンドサイトーシス経路の同定として，クラスリン経
路に関わるクラスリン重鎖（CHC）および AP-2 を siRNA により発現抑制したところ，
KIAA1199/HEK293 細胞の HA 分解は顕
著に低下した．しかし，カベオラ経路に関
わるカベオリン-1 の発現抑制は HA 分解
に全く影響を与えなかった．さらに，細胞
に添加したビオチン標識 HA は，共焦点
顕微鏡観察により原形質膜付近のベシク
ルにシグナルが認められた。これらのこと
から，外的に添加した HAはクラスリン経
路を介し，一旦細胞内に取り込まれると考
えられた．次に HA 分解の場の同定を目的とし，阻害剤を用いた解析では，Dynasore（エ
ンドサイトーシスおよびベシクルの形成阻害），NH4Cl（エンドソーム-リソソーム内のアル
カリ化），バフィロマイシン A1（液胞型プロトン ATPase活性阻害），モネンシン（受容体
リサイクリング阻害）は KIAA1199/HEK293細胞の HA分解を低下させたが，ノコダゾー
ル（初期エンドソームから後期エンドソームへの輸送阻害）はそれには影響を及ぼさなか
った（Fig. 3）．さらに，外的に添加した[3H]HAはそのほとんどが培養上清に回収された．
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以上の結果から，細胞内に取り込まれた HA はエンドソームとリソソームの融合前の酸性
区画，すなわちクラスリン被覆小胞もしくは初期エンドソームで分解された後，リサイク
ル経路を介して素早く細胞外に放出されると考えられた．また，KIAA1199と CHCの二重
抗体染色では，両分子のシグナルは KIAA1199/HEK293細胞の原形質膜付近にベシクル様
で観察された．今後，詳細な検討が必要であるが，HA 分解における KIAA1199 の機能と
して，原形質膜近傍のベシクル生じる HA 分解に関わる可能性が推察された．また，全長
およびN末端 30アミノ酸を欠失したKIAA1199の cDNAを用いた解析により，KIAA1199
の N末端 30アミノ酸はシグナル配列として機能し，KIAA1199の適切な細胞内輸送と培養
系 HA分解活性に必須であることを明らかにした． 
マウスにはヒト KIAA1199と DNA配列で 86.8％，アミノ酸配列で 91％の相同性を示す
ホモログ遺伝子（mKiaa1199）が存在する．mKiaa1199 を発現させた HEK293 細胞は，
ヒト KIAA1199と同様，クラスリン経路を介してエンド--N-アセチルグルコサミニダーゼ
様式でHAを分解することが示された．従って，mKiaa1199のノックアウトマウスやトラ
ンスジェニックマウスの作出は，生体内での HA 分解における本分子の役割を明らかにす
る上で有用と期待された． 
 
第 3章 KIAA1199の疾病への関わり 
関節炎患者の滑膜における過剰なHA分解
への KIAA1199の関与を調べるため，健常人
と OA および RA 患者由来培養滑膜細胞の
HA 分解活性を調べた．OA および RA 患者
由来細胞のHA分解活性は健常人由来細胞に
比べて高く，加えて KIAA1199 mRNAおよ
びタンパク質の発現も上昇していた．また，
siRNA による KIAA1199 の発現抑制は，い
ずれの細胞のHA分解活性もほぼ完全に消失
させた．次に，in situ ハイブリダイゼーショ
ン法および免疫組織染色法により，
KIAA1199はRA滑膜組織の主に lining細胞
に発現していることを示した．さらにリアル
タイム PCR により，KIAA1199 遺伝子の発現は非炎症性関節疾患滑膜組織に比べ，OA お
よび RA滑膜組織で上昇していることを見出した（Fig. 4）．これらの結果から，KIAA1199
は滑膜細胞の HA 分解においても必須の因子であり，滑膜組織での KIAA1199 の発現亢進
が，関節炎患者の滑膜における過剰な HA分解に寄与している可能性が考えられた． 
KIAA1199 は内耳で高発現し，複数の非症候群性難聴家系にアミノ酸置換を伴う突然変
異（ミスセンス突然変異）が報告されていることから，これまで難聴への関わりが考えら
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れてきた．そこで本研究では、これらミスセンス突然変異が HA 分解活性に与える影響を
調べた．4 種類の変異型 KIAA1199（R187C，R187H，H783R および V1109I）と野生型
KIAA1199 の cDNA をそれぞれ HEK293 細胞で一過的に発現させた結果，R187C および
R187H変異型を発現する細胞の HA分解は，他の細胞に比べ著しく低下していることを見
出した．そのため，HA 分解の低下を伴う KIAA1199 の機能変化が，聴力の低下に何らか
の影響を及ぼしていることが推察された． 
今回の研究により，KIAA1199 は正常な皮膚真皮の生理的な HA 分解だけでなく，関節
炎滑膜における過剰な HA 分解においても重要な役割を担う新規な分子と考えられた．ま
た，KIAA1199 の機能変化が，聴力の低下と何らかの関係がある可能性を示した．近年，
胃ガンや大腸ガンでの高発現も報告されており，今後，KIAA1199 をターゲットとした治
療薬の確立は有用であると考えられた． 
 
本研究結果の掲載 
１） Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., 110, 5612-5617 (2013). 
２） FEBS Lett., 588, 111-116 (2014). 
３） FEBS Open Bio., 3, 352-356 (2013). 
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論文審査の結果の要旨 
 
 哺乳動物の結合組織に広く存在する高分子多糖であるヒアルロン酸(HA)の HA 分解には、
CD44(HA受容体)と 2種類のHA分解酵素(HYAL1 および HYAL2)が共同的に働くという
説が有力であるが、直接的なエビデンスは乏しく、新規 HA 分解機構の存在が示唆されて
きた。本申請論文は、新規 HA分解機構を明らかにすることを目的に、HA分解に関与する
新たな分子の同定と機能解析、その病態との関連の解析を行ったものである。 
 第 1章では、ヒト皮膚線維芽細胞の培養系において、HA分解活性はヒスタミンにより顕
著に亢進し、TGF-β1 により顕著に抑制されることを見出し、マイクロアレイ遺伝子発現解
析により、ヒスタミン刺激で発現が亢進し、かつ TGF-β1 刺激で発現抑制する遺伝子を包
括的に探索し、25種類の遺伝子を同定した。これらの遺伝子発現を各々siRNAで抑制した
ところ、KIAA1199 遺伝子の発現抑制により線維芽細胞の HA 分解が顕著に抑制された。
さらに、KIAA1199 cDNA を一過的に導入した HEK293細胞が HA分解活性を獲得したこ
とから、KIAA1199 は HA 分解に重要な分子であることがわかった。また、KIAA1199 は
主に正常ヒト皮膚真皮の線維芽細胞で発現していることが示され、生理的な HA 分解に重
要な役割を果たしていることが示唆された。 
 第２章では、KIAA1199 が司る HA 分解機構の解析を行った。KIAA1199 安定発現細胞
は、HAを選択的に分解した。また、HAはクラスリン被覆小胞もしくは初期エンドソーム
で分解された後、リサイクル経路を介して細胞外に放出されることが示唆された。 
 第 3 章では、KIAA1199 の疾病への関わりを検討した。非症候群性難聴患者で見出され
ている KIAA1199 のミスセンス突然変異が HA 分解に与える影響を調べたところ、HA 分
解の低下を伴う KIAA1199 の機能変化が、聴力の低下に何らかの影響を及ぼしていること
がわかった。また、KIAA1199 は、正常な皮膚真皮の生理的な HA 分解だけでなく、関節
炎滑膜の過剰な HA 分解においても重要な役割を担う分子であることがわかった。 
 以上，本研究は，HA分解に関与する新たな分子として KIAA1199を同定し、KIAA1199
が司る HA 分解機構の解析、KIAA1199 の正常皮膚や関節炎滑膜における HA 分解への関
与の解析を行ったもので、全体的にまとまっており新規性・応用性もあり、博士（薬学）
の申請論文として価値あるものと判断できる。 
 
